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© Utilisation de poly- et oligosaccharides pour lobtention de medicaments actifs dans les pathologies du tissu conjonct* 
© Selon Tinvention, on utilise un glycosaminoglycane ou 
un fragment de glycosaminoglycane, eventuellement sous 
forme de sel, pour elaborer un medicament actif vis-a-vis des 
pathologies du tissu conjonctif. 
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.Utilisation de Polv- et oligosaccharides pour l'obten - 
tion de medicaments actifs dans les pathologies flu tissu 
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L'invention a pour objet 1 1 utilisation de poly- 
et oligosaccharides pour l'obtention de medicaments 
actifs dans les pathologies du tissu conjonctif. 

Parmi ces pathologies, les maladies cardio- 
vasculaires, osteo-articulaires et pulmonaires et autres 
maladies du vieillissement et dgalement les processus 
inf latnmatoires de fa^on gdndrale, ainsi que de noia- 
breuses tumeurs malignes, entrainent des incapacites 
dont la frequence et la gravite augtaentent souvent 
exponentiellement avec l'&ge. 

Les mecanismes # exacts de ces maladies ne sont 
pas completement elucides. II est dependant admis qu'il 
existe un certain nombre de mecanismes cellulaires et 
moldculaires connus impliquant, notamment des desequi- 
libres de rapports proteases/antiproteases & activite 
dlastinolytique, plus specialement des rapports dias- 
tases (en particulier diastase leucocytaire) /anti- 
diastases . - • 

On sait, par exemple, que certaines maladies 
pulmonaires, telles que l'emphyseme, ou des maladies 
artdrielles, telles que 1 * artdrioscldrose, impliquent 
des systemes elastase/dlastine et leurs inhibiteurs. 

II est gdneralement admis que l'dlastolyse 
pulmonaire est une etape initiale et fondamentale dans 
le developpement de I'.emphysdme. Cette elastolyse serait 
due a une diminution du taux des inhibiteurs d* diastases 
ou a leur inactivation, ou encore & une augmentation de 
I'activitd dlastolytique locale tissulaire. 

Le rapport dlastases/inhibiteurs d* diastases 
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constitue done un facteur capital dans le d6veloppement 
de cette pathologic 

Les diastases le plus souvent impliqu6es & cet 
egard correspondent ■& 1' diastase leucocytaire et & 
1' diastase des monocytes-macrophages. 11 s'agit respec- 
tivement d'une serine~prot6ase et ' d'une m6tallo-pro- 
tease, 

Dans les autres maladies 6voqu6es, on note 
egalement une augmentation de I'activitd de certaines 
proteases, souvent de proteases de type elastase. Une 
augmentation exponentielle de la biosynthSse d'une 
protease de type 61astase (s6rine-prot6ase) ancree dans 
la membrane cellulaire des cellules musculaires lisses 
vasculaires, I 1 existence d'une diastase de type metallo- 
protease dans les fibroblastes pouvarit etre excretee 
dans le milieu et augmentant egalement avec le nombre de 
doublements de population cellulaire, e'est-a-dire avec 
le vieillissement in vitro, ont 6t6 detoontrees recem- 
ment . 

"Le rapport de ces diastases et de leurs inhibi- 
teurs est en d^sequilibre soit parce que 1' diastase est 
secretee en quantity trop importante, soit parce qu'il 
existe un defaut en inhibiteurs d 1 diastase, et notamment 
une deficience en alpha-1 proteinase inhibiteur, ou al- 
pha 1 anti-trypsine , designee ci-apr£s par alpha ^PI . Ce 
des£quilibre peut encore resulter de l 1 adsorption rapide 
de 1* elastase sur les fibres elastigues et de son inac- 
cessibility aux inhibiteurs. 

Jusqu'a present, * ces maladies n'ont pas trouv6 
de medication valable universellement acceptee et appli- 
quee . 

.Pour traiter par exemple 1 * emphyseme , on utilise 
gen6ralement des inhibiteurs naturels ou de synthese, 
Comme inhibiteur naturel, il s'agit principalement de 
1* alpha-1 PI provenant d'un donneur. Cet inhibiteur est 
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perfuse chez un receveur emphys6mateux . Etant donne la 
faible periode biologique de l'alpha 1 PI, il est neces- 
saire d'effectuer ce traitement de fagon repetitive, ce 
qui le rend dif f icilement applicable sur le plan cli- 
nique . 

Les inhibiteurs synthetiques des diastases effi- 
caces in vitro r tels que les peptides chloromethylceto- 
nes ou les fluorures de sulfonyle, pr^sentent des incon- 
v6nients majeurs in vivo. Leur taux de selectivity est 
en effet peu eieve, leur toxicity est loin d'etre negli- 
geable et, en outre, ils ne sont efficaces que s'ils 
sont injectes tres peu de temps avant ou aprSs 1' injec- 
tion intratracheale d'eiastase induisant I'emphys&me 
(leur efficacite depend, en effet, de la rapidite du 
contact avec le site actif de l'enzyme). 

Les travaux effectu6s par les inventeurs dans ce 
domaine les ont amends & constater qu'en utilisant cer- 
tains poly- et oligosaccharides d6ja connus pour leurs 
propri6tes r6gulatrices vis-4-vis de la coagulation 
sanguine, il est possible d'obtenir des medicaments 
actif s sur les proteases a activity elastinolytique, de 
selectivity elev^e, de grande efficacite et pratiquement 
depourvus d'effets secondaires . 

L' invention a done pour but de fournir de nou- 
veaux medicaments utilisables dans les pathologies du 
tissu conjonctif impliquant des deseguilibres proteases 
anti-proteases . Elle vise egalement leur utilisation 
sous differentes formes d • administration pour prevenir 
et traiter les facteurs responsables des d6s6quilibres 
de ces systemes. 

Conformement a 1' invention, on utilise, pour 
l'obtention d'un medicament actif vis-a-vis des patholo- 
gies du tissu conjonctif, un glycosaminoglycane ou un 
fragment de glycosaminoglycane, le cas echeant sous 
forme de sel pharmacologiquement acceptable. 
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On rappelle que les glycosaminoglycanes ou GAGs 
sont essentiellement form6s de motifs altern6s acide 
uronique-sucre amin6 (ou l 1 inverse), du type de ceux 
rencontres dans les chaines oligo- et polysaccharidiques 
de GAGs naturels biologiquement, actifs comme l'h^parine, 
ou 1 ' heparane-sulf ate, les chondroitines , les chondrol- 
tines-sulf ates ou I'acide hyaluronique . Dans ces chai- 
nes, les motifs acide uronique rfepondent plus spfeciale- 
ment a la structure acide D-glucuronique ou L-iduronique 
et les motifs sucre amin6 & celle de la D-glucosamine 
(dans I'heparine ou 1 1 h6parane-sulf ate par exemple) ( ou 
de la D-galactosamine dans les autres produits cit6s. 

Dans la description et les revendications , le 
terme GAG est utilise aussi bien pour designer les 
glycosaminoglycanes naturels, leurs fragments ou chaines 
de bas poids mol6culaires f ou leurs sels pharraacologi- 
quement acceptables. 

On sait que certains produits naturels renfer- 
ment des chaines poss6dant une affinity elev6e pour 
1 'antithrombine III (AT-III) ou le co-facteur II de 
I'heparine (HCII). 

Par extraction alcoolique ou par depolymerisa- 
tion nitreuse ou enzymatique, il est possible d'augmen- 
ter le taux de ces chaines et d'61aborer des GAGs ayaht 
une activite plus specifique vis-a-vis du facteur Xa de 
la coagulation. 

Ces compositions sont caracteris6es par des 
rapports du titre Yin-Wessler (mesure de 1' activity 
anti-Xa qui expriine l 1 activity antithrombotique) et du 
titre USP (mesure de I 1 activity anticoagulante globale) 
plus eleve que l'hfeparine, c'est-a-dire superieur a 1. 

Le titre USP peut devenir pratiquement nul chez 
certains GAGs et le titre YW depasser des valeurs de 
2000 u/mg. 

D'une maniSre surprenante, l'^tude in vitro et 
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in vivo de ces GAGs a montrfe leur e££icacit6 sur dif f 6- 
rentes diastases purifi^es. 

Plus spfecialement, ces produits exercent une 
forte inhibition, de grande selectivity, de l'elastase 
leucocytaire, enzyme principalement irapliquee dans les 
pathologies du tissu conjonctif liees & des desequi- 
libres du rapport 61astase/anti-elastase . 

D'une maniere avantageuse, cette inhibition 
s'etend a la cathepsine G, qui se trouve avec 1 'diastase 
leucocytaire dans les leucocytes polymorphonuclears et 
qui potentialise son activite au niveau des lesions 
tissulaires, inf lammatoires aiguSs ou chrdniques. 

Selon un autre aspect de grand int£r£t, ces 
produits sont capables d'augmenter le taux serique des 
inhibiteurs d'6lastase. 

Selon un mode de realisation de 1' invention, le 
GAG utilise pour 1 ' Elaboration de medicaments selon. 
I 1 invention est a base des motifs alternes D-glucos- 
amine-acide uronique (acide L-iduronique ou D-glucuro- 
nique) tels que rencontres dans I'heparine ou l'htpa- 
rane-sulfate. 

Dans un mode pr6fere de mise en oeuvre, il 
s'agit d'heparine* 

Dans un autre mode de mise en oeuvre pr6fere, le 
GAG utilise est constitu6 par de 1* heparan sulfate. 

Dans un autre mode pr6f6r6 encore, le GAG de 
depart possede un poids moleculaire inf6rieur a celui de 
l'heparine ou de 1* heparan sulfate. 

En particulier, le poids moleculaire (PM) est 
inferieur a 10 OOO daltons environ. 

Ces GAGs de bas poids moleculaire ou bas PM 
comprenhent, notamment, les produits suivants, & sa - 
voir : 

- Les mucopolysaccharides tels qu'obtenus par 
extraction alcoolique, 4 partir d'h6parine, selon le 
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brevet FR 2 440 376 du 6,11.1978 et le premier certi- 
ficat d'addition 2 461 719 du 20.07,1979. 

Ces produits, selon l f un des aspects envisag&s 
dans le brevet principal, sont formes d'un melange de 
chaines de poids mol£culaires, d 1 environ 2000 & 8000 et 
presentent des rapports des titres Yin Wessler/USP d'au 
moins 2. Parmi les produits d6crits, on citera ceux 
possedant un rapport YW/USP de I'ordre de 3 a 5 et des 
poids mol6culaires moyens de 3000 a 5500 appeles 
ci-apr6s CY 216, 

Les mucopolysaccharides tels qu'obtenus par 
depolymerisation menag£e de l'h6parine a l'aide d'acide 
nitreux, selon notamment le deuxifime certificat d'addi- 
tion 2 478 646 du 20.03.1980 au brevet FR 2 440 376 ci- 
dessus ou la demande de brevet FR 2 503 714 du 10.04.- 
1981, Ces produits r£pondent d'une mani&re gen6rale aux 
caracteristiques ci-dessus mais sont termines par des 
groupes de structure 2 , 5-anhydro-manno . 

On citera notamment les mucopolysaccharides du 
type possedant une extr6mite 2 , 5-anhydro-mannitol , 
appeles ci-apres CY 222, ou encore une extremity acide 
2,5-anhydro-mannonique. Les poids moleculaires des 
chaines glycosidiques majoritaires sont- plus spfeciale- 
ment de 1'ord.re de 2000 a 3000, notamment d ' environ 2000 
a 2600. Les rapports des titres Yin-Wessler/USP sont 
notamment d'au moins 10 avec des titres Yin-Wessler d 1 au 
moins environ 200 u/mg. 

- Les mucopolysaccharides essentiellement formes 
de chaines (1) d'un poids tnol6culaire moyen de 3000 a 
6000 daltons, notamment de 4000 a 5000 environ (2) pos- 
sedant un titre YW/USP inferieur a 10, notamment d' envi- 
ron 6 a 3, (3) terminees par des motifs de structure 
2, 5-anhydromanno, tels qu'obtenus par exemple selon la 
demande de brevet FR 2 572 080 du 18,10.1984. 

- Les oligosaccharides formes de 8 motifs sucre 
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au plus, de titre Yin-Wessler elev6 pouvant atteindre 
2000 u/mg ct de titre USP faible, pratiquement nul, 
dotes d'une forte affinit6 pour l'AT-IIl, tels que 
decrits notamraent dans la demande EP 0 027 089 du 
6.10.1980. 

Selon une variante, ces oligosaccharides sont 
obtenus par depolymerisation nitreuse menagee et sont 
terminees par des groupes de structure 2 , 5-anhydroraanno. 

Selon une autre variante, le motif de debut de 
chaine correspond a un motif uronique insature, tel que 
forme en soumettant l'heparine a une depolymerisation 
menagee a l'aide d'une heparinase. En particulier, ces 
oligosaccharides sont formes des octosaccharides de 
structure ABCDEFGH xepondant a la fdrmule ci-dessous : 
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- Des compositions homogenes d * hexasaccharides , 
telles qu'obtenues selon la demande FR 2 504 928 du 
29.04.1981 en soumettant les octasaccharides ci-dessus a 
l'action menagee d'une heparinase. En particulier, ces 
compositions rdpondent a la formule ci-dessous : 
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- Des oligo- ou polysaccharides de degre de 
polymerisation homogdne, notamment ceux obtenus par 
filtration, sur un materiau tel que du sephadex, ou par 
chromatographie par gradient de force ionique, des 
produits CY 222, CY 2 1 6 Sparine, ou d'autres GAGs . 

- Des GAGs tels qu' obtenus par action de perio- 
date sur 1* Sparine f suivie de traitement en milieu 
basique. 

- Des GAGs dits totaux, correspondant aux compo- 
sitions de GAGs obtenues par traitement d'organes ani- 
maux . 

- Des GAGs tels qu* obtenus par depolym6risation 
de l'heparine avec de l'h6parinase ou de I'acide rii- 
treux, separation des fractions poss6dant la sequence de 
fixation k l'AT-III et gel filtration de ces fractions 
afin d'obtenir des fragments de GAGs de degre de polyme- 
risation varie. 

II peut s'agir, par exemple, de fragments de dp 
superieur a 12 f d'une part, et d' autre part de fragments 
de GAGs de degre de polymerisation inf£rieur, notamment 
de dp 12, 10, 8, 6 et 4 . 

Ces differents GAGs ne sont cites qu'a titre 
d'exemples, etant entendu qu'ils correspondent a des 
produits particuli^rement bien connus de la Demanderesse 
qui les a mis au point et decrits dans les differents 
brevets et demandes de brevets ci-dessus d6pos6s k son 
nom. 

Tout autre glycosaminoglycane peut etre mis en 
oeuvre pour 1 1 elaboration des medicaments de l 1 inven- 
tion. 

Ainsi, selon encore un autre mode de realisation 
de l 1 invention, le GAG mis en oeuvre est a base de mo- 
tifs alternes D-galactosamine-acide uronique, tels que 
rencontres par exemple dans le dermanatane sulfate, les 
chondroitines , les chondroitines-sulf ates ou encore 
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l'acide hyaluronique . 

Dans une variante, il s'agit avantageusement de 
dermatane-sulfate . 

Selon une autre variante, le GAG mis en oeuvre 
est forme de chondroitines ou.de chondroltines-sulf ates . 

Dans une autre variante encore, le GAG est 
constitue par de l'acide hyaluronique. 

Selon une autre disposition, les GAGs de depart 
sont homogenes au regard de leur degre de polymerisa- 
tion. Ces GAGs sont obtenus, par exemple, par filtration 
sur un gel d'un melange de depolymerisation d'heparine. 
Cette separation est facilitee par 1 * utilisation de me- 
langes de depolymerisation formes de chaines de degre de 
polymerisation pair. 

Selon une variante, dont la mise en oeuvre est 
egalement facilitee par 1 'utilisation de melanges de 
depolymerisation formes de chaines de degre de polymeri- 
sation pair, on souraet le melange de GAGs a une opera- 
tion de gel filtration afin d'obtenir des GAGs homogenes 
au regard de leur degre de polymerisation. 

Selon encore un autre mode de realisation de 
1' invention, on utilise un GAG dont le profil de sulfa- 
tation est modifie. ~ 

II s'agit de produits tels que definis ci-dessus 
dans lesquels une partie, voire la majorite et meme la 
totalite des groupes -OH sont remplaces par des groupes 
esters sulfuriques SO^~. 

Des produits de ce type sont notamment decrits 
dans la demande FR 8 510 787 du 12.07.85 deposee ce jour 
au nom de la demanderesse et sont avantageusement 
obtenus, selon le procede decrit dans cette demande de 
brevet,- par sulfatation d'un GAG donn6, mis en oeuvre 
sous forme d'un sel soluble en milieu organique. 

Conformement a 1' aspect le plus general de ce 
procede, on transforme un GAG donne en un sel soluble 
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dans un solvant organique, on le solubilise dans un 
solvant organique et on traite le eel en solution par un 
agent de sulfatation. 

Le degr6 de sulfatation varie d* environ 2 jus- 
qu'a des valeurs d* environ 4. , 

Ces GAG s comprennent les produits dans lesquels 
une partie ou encore la majority ou m&me la totality des 
groupes -NHS0 3 ~ en position 2 des motifs sucre amin6 est 
remplacee par des groupes -NH-acyle, notamment -NH-ac6- 
tyle . 

L'6tude de I'action des GAGs ci-dessus dans des 
reactions modeles in vitro ou dans des modeles animaux 
in vivo a mis en Evidence leur grande efficacite. 

Les travaux effectu6s a cet 6gard ont permis de 
mettre en evidence une forte inhibition, hautement se- 
lective, et a faible concentration (0,5 ng/ml) de 1*6- 
lastase leucocytaire ainsi que de la cathepsine G (ca- 
pable de potentialiser l»activit6de 1 1 elastase) . Une 
autre constatation importante concerne la bonne corre- 
lation entre 1 * inhibition exerc6e par ces produits sur 
l 1 elastase leucocytaire et la cathepsine G. 

Les essais in vivo effectu6s sur le hamster, 
decrits dans les exemples qui suivent, ont mqntr6 qu'ils 
inhibent fbrtement I'activite elastasique du serum et 
selon un aspect de grande importance qu'ils conduisent a 
une augmentation progressive du taux sexigue des inhibi- 
teurs d' elastase, en particulier de l'alpha^PI. 

Le spectre d' efficacite de ces GAGs s 1 etend a 
1' inhibition de la biosynthese de la fibronectine qui 
constitue un facteur d' adhesion celulaire intervenant 
dans 1 ' atherog6n£se . 

* Ces GAGs agissent egalement sur 1' inhibition de 
la synthese du collag£ne, en particulier du collagene de 
type I + III. 

Une autre propri6t£ des GAGs est d'interferer 
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avec la precipitation des lipoprot6ines 16gdres (LDL) 
par des proteoglycans artdriels. II est g6n6ralement 
admis que la formation de complexes insolubles libres 
LDL~prot6oglycanes art6riels intervient apres la forma- 
tion des depots atheromateux . Les ph6nomenes enumeres 
ci-dessus sont consid6r6s dans leur ensemble comme 
importants dans le d6veloppement de 1 'artdriosclerose et 
1 'obstruction des vaisseaux. 

L* interest de ces propridtes s'ajoute a la non 
toxicite connue de ces produits # ce qui les rend parti- 
culierement precieux pour 1 ' elaboration de medicaments 
utilisables dans des pathologies du tissu conjonctif, en 
particulier en pathologie pulmonaire, vasculaire et ar» 
ticulaire. 

Les preparations pharmaceutiques selon 1* inven- 
tion sont caracteris6es en ce gu'elles renferment une 
quantite efficace des GAGs ddfinis ci-dessus en associa- 
tion avec des excipients pharmaceutiques- Ces prepara- 
tions pharmaceutiques sont ddpourvues de substances 
pyrogenes . 

Des compositions pr6ferees comprennent un vehi- 
cule pharmaceutique approprife pour 1 'administration par 
voie orale. Des formes d 'administration de 1* invention 
correspondantes comprennent avantageusement des gelules 
gastroresistantes, des comprim6s ou tablettes, des pi- 
lules, ou encore se pr6sentent sous forme de liposomes. 

D'autres compositions pharmaceutiques compren- 
nent ces GAGs en association avec les excipients appro- 
prids pour 1 * administration par voie rectale. Des formes 
d 1 administration correspondantes sont constitutes par 
des suppositoires . 

Dans d'autres compositions pharmaceutiques, les 
GAGs se presentent sous forme d* aerosols ou de pommades. 

L 1 invention concerne dgalement des compositions 
pharmaceutiques injectables, st£riles ou sterilisables 
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pour 1 ' administration tant par voie intraveineuse qu'in- 
tr&musculaire ou soUs-cutan6e . 

Ces solutions renferment avantageusement de 1 A 
200 mg/iul de GAGs, de pr6f6rence de 20 A 150 mg/ml lors- 

5 

que ces solutions sont destinfeps & I 1 injection par voie 
sous-cutan6e. Elles peuvent contenir, par exemple, de 
notamment 30 A 100 mg/ml, notamment de 40 k 50 mg/ml de 
GAGs lorsqu' elles sont destinies & l 1 injection par voie 
intraveineuse ou par perfusion . 

0 

Avantageusement, de telles preparations pharma^ 
ceutigues sont pr6sent6es sous la forme de seringues non 
recup6rables , pretes a l'emploi. 

Les compositions pharmaceutiques de l 1 invention 

sont particuliSrement adapt6es pour prevenir ou traiter 
5 ' - 

les maladies cardio-vasculaires , osteo-articulaires i 

pulmonaires ou autres maladies du vieillissement impli- 

quant des lesions du tissu conjonctif . 

Ces compositions sont plus spfecialement appro- 

priees pour prevenir ou traiter les d£s6quilibres 

elastase, en particulier diastase leucocytaire-anti- 

elastase . 

Elles revetent 6galement un grand int£r£t dans 
1 ' ath£rogenese 6tant donne . egalement leur effet inhibi- 
teur vis-a-vis de la f ibronectine, du collagene ainsi 
que de 1 ' interaction avec les LDL. 

Elles permettent en outre de reduire le taux de 
collagene dans les tissus dont la quantity augmente, par 
exemple, dans les arterioscleroses, en particulier dans 
les parois vasculaires, dans les fibroses pulmonaires 
(dans les poumons ) et dans les cirrhoses (dans le foie) . 

Leur activity antidlastasique les rend 6galement 
appropri^s pour traiter le d^veloppement des maladies 
vasculaires, dans lesquelles 1 1 attaque des lames basales 
des capillaires est a la base des accidents vasculaires 
et c6rebraux, ou encore des maladies osteoarticulaires . 



13 



0208623 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



Afin d'illustrer I 1 invention , on indique un 
exemple de posologie utilisable chez I'homme : cette 
posologie comprend 1 1 administration d* environ 1 mg a 
1,5 g/24 heures selon la voie d 1 administration, de pre- 
ference de 5 a 500 nig/ jour environ, par exemple de I'or- 
dre de 200 mg/24 heures par voie intraveineuse ou encore 
100 a 500 mg/jour par voie orale. 

Ces doses peuvent etre naturellement ajustees 
pour chaque patient en fonction des resultats et des 
analyses de sang effectu6es auparavant, la nature des 
affections dont il souffre et, d'une manidre gen£rale, 
de son 6tat de sant6. 

L 1 invention concerne egalement encore 1* applica- 
tion des GAGs selon 1 1 invention & la constitution de 
reactifs biologiques utilisables au laboratoire, notam- 
ment a titre de r6f6rence de comparaison pour l*6tude 
d'autres produits dont est testae 1» activity inhibitrice 
de proteases. 

D'autres caracteristiques et avantages de 1' in- 
vention apparaitront dans les exemples qui suivent. 

EXEMPLE 1 ; Etude in vitro sur l'activite elastolytique 

et la capacity d 1 inhibition des anti-prot6ases seriques. 

a) Dosage de 1 .'activity 61astolytique serique : 

Le principe du dosage est le suivant : apres 
rupture prot6olytique de la liaison amidique entre 
I'acide amine et le compose paranitroanilide, ce dernier 
est Iib6r6. 

L'activite 61astasique est alors estitnee colori- 
metriquement a 410 nm f et est proportionnelle a la quan- 
tity de moles de substrat hydrolyse. 

On prepare une solution 125 mM de substrat syn- 
thfitiqUe , le succinoyl-tr ialanyl-paranitroanilide ou 
STANA, dans la N-m6thyl-2-pyrrolidone, & raison de 79 mg 
pour 1 ml . 

On ajoute des quantity croissantes d f elastase 
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et de tampon (Tris/HCl 0,1M pH 8, Na N 3 0,02 % detergent 
de Bri j 0, 1 \, NaClO, 1 M) , 

On incube les preparations pendant une heure & 
37 m c, puis on arrfite la r6action en ajoutant 20 pi de 
PMSF, 

On determine 1' activity enzymatique en mesurant 
la density optique en fonction de la concentration en 
diastase (les quantit6s d* enzymes sont de 1'ordre du 

nanogramme ) . 

b) Dosage de la capacity d' inhibition serique 
vis-a-vis de 1' diastase. 

- Principe du dosage. 

On titre l'activite elastosique r6siduelle aprfis 
avoir ajoute des guantit6s d ' inhibiteurs croissantes 
contenus dans le s6rum de hamster. 

A cet effet, des quantit6s variables de s6rum 
contenant 1' alpha ^ -"proteinase inhibiteur et 1' alpha 2 
- macroglobuline, sont pr6incubees avec une dose connue 
d'elastase pancreatique de pore. Puis, apres cette pr6- 
icubation, on dose 1' activity enzymatique residuelle sur 
substrat synthetique, le STANA. 

La reaction est arret6e par addition d'acide 
acetique pur (100 pi), 

- Mode operatoire. 

On preincube a temperature ambiante pendant 30 
minutes 80 ng d' enzyme (correspondant a une densite 
optique de 0,8 pour une heure d 1 incubation ayec le 
substrat avec des quantites de s6rum variant de 0 a 30 
pi. 

Le serum de hamster est dilue au 1/20eme, ce qui 
permet d'obtenir une inhibition quantifiable mais pas 
trop importante, au bout d'une heure d f incubation avec 
l'elastase, apres que 1 ' enzyme et le serum aient ete mis 
en presence pendant 30 minutes, il y a formation d'un 
complexe enzyme-inhibiteur . On rajoute ensuite 20 pi de 
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aubstrat ct du tampon en quantity suffisante pour 1 ml 
de solution finale. 

On incube les preparations pendant une heure, 
puis on arrfete la reaction en diminuant le pH par 
addition de 100 pi d'acide ac6tique pur. 

L ' activity 6lastasique r£siduelle est dfiterminee 
par la density optique a 410 nm. La courbe observ6e 
presente deux phases majeures. 

- une phase de d^croissance rfeguliere del' acti- 
vity enzymatique en fonction de la quantity de serum 
ajoutee, 

un plateau correspondant A un exces d'inhibi- 
teurs s6riques, laissant une partie de 1* enzyme active. 

En effet, 1 'alpha 2 macroglobuline n'inhibe que 
partiellement l'activit£ 61astolytique, car elle iaisse 
le centre actif de 1' enzyme accessible aux petits 
substrats, tel celui utilise, le STANA . 

Lorsqu'on compare les capacit£s d* inhibition de 
proteases de serums temoins et de sferums trait6s par les 
derives glycosaminoglycaniques, on se place dans la par- 
tie d^croissante de la courbe pour avoir une comparaison 
valable et quantifiable des diffdrents pouvoirs inhi- 
biteurs sdriques. 

On rapporte ci-apres les resultats obtenus avec 
l'heparine, le CY 216, le CY 222 et la fraction dp>12 
sur differentes diastases, A savoir : 

1) 1'elastase leucocytaire de rat. 

On mesure 1' activity 61astasique en % en fonc- 
tion de la concentration en mg/tnl un produit teste. Les 
r6sultats sont reproduits sur la figure 1 oti I'on rap- 
porte les courbes de ces variations, respectivement avec 
l'heparine courbe-O-O, le CY 216 courbe -X-X, le CY 222, 
courbe et la fraction dp>112, courbe A-A. 

L'examen de ces courbes montre que les produits 
testes inhibent environ 80 % de I'activite de 1' diastase 
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& une concentration aussi faible que 0,05 mg/ml. 
~ Sur la cathepsine G, 

On mesure I'activitd enzymatique rdsiduelle en 
fonction du produit testd. 

Sur la figure 2, on irapporte les rdsultats ob- 
tenus avec l'hdparine (a), CY 216 (b) , CY 222 (c), la 
fraction dp12 (d), la fraction dp>12 (e) pour 1' diastase 
et pour la cathepsine G 

L'exatnen de ces courbes montre la bonne correla- 
tion entre 1 1 inhibition exercee par ces produits sur 
1* diastase leucocytaire et sur la cathepsine G. 

On constate que l'hdparine, le CY 216 et le CY 
222 inhibent plus fortement la cathepsine G que 1* dias- 
tase leucocytaire alors que la fraction dpi 2 inhibe 
davantage 1" diastase que la cathepsine : 

Sur l 1 diastase pancreatique de pore on opere 
comme suit : 

On coule dans une boite de Petri un gel d'aga- . 
rose contenant de l'dlastine fibreuse et l'on depose 
dans des petits godets des quantitds connues d 1 diastase 
avec ou sans inhibiteurfe. On observe ensuite le ddve- 
loppement des plages de lyse. 

On constate une forte inhibition de l 1 action de 
1' diastase pancreatique a une forte concentration de 10 
mg/ml des composes testes. 

3) Protease de type diastase (cellules muscu- 
laires lisses d'aortes de pore) (serine protease) et 
fibroblastes de I'adventice d'aorte de pores (metallo 
protease) . 

A des concentrations supdrieures a 10 mg/ml, on 
obtient une inhibition de ces diastases avec les pro- 
duits testes. 

EXEMPLE 2 : Effet sur I'activitd dlastasique et inKibi- 
trice du sdrum de hamster. 

Inhibition de l'activitd dlastasique du serum en 
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fonction de la concentration en produits testes. 

On effectue le dosage sur substrat synth6tique, 
le Suc(Ala)3~pNA (succinyl (alanyl) 3 paranitroanilide > 
et les resultats sont exprim6s en pourcentages d'acti- 
vite par rapport a 100 % de -l- 1 activity en r£f6rence du 
s6rum seul sans addition des produits. 

Ces r6sultats mettent en Evidence une inactiva- 
tion de I 1 activity Elastolytique serique en presence des 
molecules CY 216 et CY 222 ; ils montrent que m&me une 
concentration en ces produits aussi faible que 0,2 ng/ml 
est capable d'inactiver 20 % de 1* activity 6lastolytique 
contenue dans 1 ml de serum. II existe une relation 
dose-effet de type exponentiel, surtout en ce qui con- 
cerne le produit CY 216, Aucune inactiva^tion par I'hepa- 
rine n'a 6te mise en Evidence aux m&mes doses. 
EXEMPLE 3 : Etude in vivo de 1* action des medicaments de 
1' invention sur l'6quilibre elastase/anti-61astase dans 
le serum de hamster normal ou traits. 

On rapporte les resultats des experiences reali- 
sees sur les trois groupes de hamsters se repartissant 
comme suit : 

- 1er groupe « 10 temoins, 

2 erne groupe = 10 hamsters traites ayec les 
molecules CY 216 pendant 6 semaines, 

- 3eme groupe = 10 hamsters trait6s avec les 
molecules CY 222 pendant 6 semaines. 

Ce traitement comporte une injection quotidienne 
de 2 mg de molecule, cette dose est consid6ree comme 
th^rapeutique, pour un hamster de 100 g pendant 6 se- 
maines. 

a) Mesure de 1' activity elastasique serique cir- 

culante. 

Pendant le traitement, on effectue des pr61eve- 
ments sanguins chaque semaine au niveau de la jugulaire 
pour suivre les variations d* activity Elastasique 
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circulante. 

Lee pr61&vemente sont r6alis6s 1, 2, 4, 7 et 24 
heures aprds injection sous-cutan^e des produits . ainsi, 
la cin^tique devolution de la r6ponse ensymatique suite 
i 1 1 administration des produits peut. 6tre suivie. Comme 
chaque groupe d'animaux est compost de 10 hamsters, 600 
pi de sang sont pr£lev6s sur deux hamsters de chaque 
groupe, 1 heure aprSs 1" injection sous-cutan6e des pro- 
duits a tester, puis 600 yl sont pr61ev6s successivement 
aux temps 2 heures, 4 heures, 7 heures et 24 heures 
apres 1* injection sur 2 autres hamsters. Les activitfis 
elastasiques des scrums obtenus sont rapport^es sur 
1 'histogramme de la figure 3 (le temps de pr6l6vement du 
sang, apres 1* injection des produits & tester est indi- 
que en bas de colonne ainsi que la duree totale du trai- 
tement avant 1 ' exp6rience (1,2 et 3 semaines). 

Les r6sultats . montrent que, des • la premiere 
semaine de traitement, on peut roettre en Evidence une 
diminution de I 1 activity 61astasique ? cette diminution 
est maximale au bout de 2 heures apres injection des 
molecules de PM inferieur a l'h^parine. Puis, on observe 
une tendance & revenir aux valeurs normales (donnees par 
celles des serums de hamsters non trait^s) au bout de 24 . 
heures . 

Cet ef fet est mis en Evidence pendant les 6 se- 
rines de traitement, de maniere comparable au fur et a 
mesure que se deroule le traitement. 

Ces r^sultats permettent de conclure que l'effet 
des substances CY vis-a-vis de l'activite 61astolytique 
s6rique des animaux traites s'exerce dans le sens d'une 
inactivation comme celui observe sur I'activite 61asto- 
lytique du s6rum "in vitro" dans lequel les molecules CY 
ont ete directement rajout6es au s6rum. De plus, ces 
resultats observes "in vivo" sugg&rent que l'effet di- 
minue en fonction de la concentration decroissante en CY 
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dans le sang circulant, ce qui confirme igalement les 
r£sultats obtenus in vitro. 

b) Mesure de la capacity d' inhibition s6rique 
vis-A-vis de 1' diastase pancr6atique . 
5 Le protocols suivi est le mkme que celui d6crit 

pr6c6demment. Pendant les trois semaines de traitemeht, 
on note une augmentation du taux s^rique des inhibiteurs 
d * diastases . Cette exp6rience montre 1 • int6r &t th6ra- 
peutique de l'h6parine, de ses fractions et fragments 

10 ainsi que de ses d6riv6s sursulfat^s dans I'emphys&me 
qui est caract£ris6 par une perte du tissu 61astique 
pulmonaire attribute k une augmentation de 1* activity 
felastolytique souvent combin6e avec une diminution de la 
capacity d* inhibition vis-A-vis de 1* diastase. 

!5 Capacity d* inhibition (voir Bulletin Europ6en de 
Physiopathologie Respiratoire (1980) Vol. 16. 
Supplement, particuli&rement pages 199 - 206 r et autres 
articles de la mfeme publication) . 

Apr£s quatre semaines de traitement, on peut 

20 mettre en Evidence une tendance & 1 1 augmentation du 
pouvoir inhibiteur vis-4-vis de 1 # diastase pancr£atique 
(voir histogramme de la figure 4), 

EXEMPEE — 4 : Etude de l'effet des GAGs sur 1* inhibition 
de la biosynth£se des collagenes. 

25 °n utilise des cellules musculaires lisses 

d'aortes de pore, 4£ioe passage, k raison de 2,5 x 10 6 
cellules par boite. On ajoute comme traceur de la 
proline triti6e (50 pCi /boite ) . On incube 24 heures . On 
utilise les series suivantes : t6moin (4 boites), 

30 Sparine, CY 216 et CY 222 chacun A une dose de 20 M g et 
de 100 \jg. 

Apr6s 1 • incubation , on pr61£ve la couche cellu- 
laire, on effectue une d^cantation du milieu, une opera- 
tion de lavage, on dialyse contre H 2 0 puis contre 
35 l'acide antique 0,5 M, puis on effectue une 
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pepsinisation pour solubiliser le collag^ne (100 pg/ml, 
2 x 24 n , 4'C) . 

La fraction pepsine soluble contient 95 % de 
1 1 hydroxyproline radioactive totale. On pr6cipite & 
5 I'aide de (NH 4 ) 2 S0 4 (172 mg/inl), puis on determine la 
radioactivity de 1' hydroxy ( 3 H) proline et de la ( 3 H) 
proline selon la methode de Roj kind. 

On effectue une 61ectrophor6se en SDS-PAGE 
(Laemmli & 7,5 %) . 
10 On decoupe les zones correspondant aux chaines 

alpha 1 et alpha 2 et on determine la radioactivite de 
chaque chaine. 

Les r6sultats obtenus sont rapport6s dans le 
tableau ci-apres . 
1 5 L'examen de ces resultats mohtre I'effet inhi- 

biteur important des GAGs vis-&-vis de la biosynth£se du 
collagene. On note un effet fonction de la dose avec 
l'h6parine et le CY 216, 1' inhibition 6tant plus 
iroportante a une dose de 100 pg que de 20 pg. En 
20 revanche, on observe une inhibition puissante avec le CY 
222 d6s 1 'utilisation de 20 pg. 
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% de collagene 
Type III synthetise/ 
• Type I. + Type III 
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Lea GAGs utilises pour 1 ' elaboration des medica- 
ments selon 3' invention exercent en outre un effet qua- 
litatif , inhibant selectivement le type III de collagene 
par rapport aux types I+II. 

EXSMPLE — 5 : Effet des GAGs sur la biosynthese de la 
fibronectine par les cellules musculaires lisses. 

On utilise des cellules musculaires lisses 
d'aorte de pore, 4eme passage, 2,5 x 10 6 cellules par 
boite. On ajoute a chaque boite utilised en triple ou en 
quadruple pour chaque experience, soit rien (temoin), 
soit 20 yg/ml de CY 216 ou 222, et a d'autres boites 100 
pg/ml, e'est-a-dire 300 pg par boite de CY 216 et 222 
ainsi d'ailleurs que d'heparine. 

Le traceur utilise est la methionine 35 s, 5 
pCi /boite. On utilise deux temps d' incubation : 3 heures 
et 6 heures a cause de la rapidity de la biosynthese de 
la fibronectine. 

Apres 1' incubation et decantation du milieu et 
lavage, on effectue une extraction avec le deoxycholate 
pour obtenir la fraction membranaire et intracellulaire 
et on determine par immunoprecipitation la fraction de 
radioactivity incorpor£e specif iquement dans la fibro- 
nectine. Le tableau ci- joint raontre 1 * incorporation a 3 
heures et 6 heures dans l'extrait deoxycholate de la 
methionine s et le pourcentage de radioactivite re- 
trouvee dans la bande de la fibronectine isolee de 
1 ' immunoprecipite par electrophorese sur gel d'acryl- 
amide. On peut cdnstater une inhibition de l'ordre de 
50 \ de la fraction de 1' isotope incorpore dans la 
fibronectine en presence des hdparinoides . 
EXEMPL E. — 6 : Inhibition de la biosynthese de la fibro- 
nectine par les GAGs. 

2,5 x 10 6 cellules musculaires lisses d'aorte de 
pore par boite - 20 yg/ml et 100 pg/ml de CY 216, CY 222 
et d'heparine, 3 h et 6 h d ' incubation . 
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Dosage de la radioactivity daas l'exfcrait deoxy- 
cholate (fraction membranaire) et dans 1 • i»«unopr6cipit6 
de la fibronectine, apres separation de sa bande sur gel 
de polyacrylamide, decoupage et comptage de la radio- 
activity. 

\ de radioactivity incorporee, 
retrouvee dans la fibronectine 
3 h \ inhib. 6 h \ inhib. 

Temoin 70,6 31,7 

Radioactivite totale 

dans l'extrait dpm/10 6 

cellules : 45.800 x 

3,5 = 160 300,00 ± . . 

5 600 (s .d. ) 



CY 216 20 pg/ml 


39,2 


44 


25,0 


21 


CY 216 100 pg/ml 


38,4 


46 


24, 1 


24 


CY 222 20 pg/ml 


36, 1 


49 


21,0 


34 


CY 222 100 pg/ml 


37,3 


47 


20,2 


36 


Heparine 20 pg/ml 


35, 1 


SO 


20,2 


36 


Heparine 100 pg/ml 


33 , 7 


52 


14,8 


47 



Ces resultats font apparaitre l'effet inhibiteur 
des gags a 1 • egard de la biosynthese de la fibronectine 
dans les conditions de l'essai. 

EXEMPLE — 7 : Etude in vitro de 1' activity de GAGs s.s. 
sur l'elastase leucocytaire et la cathepsine G. ("s.s." 
dysigne les GAGs a profil de sulfatation modifie). 

L'elastase leucocytaire est pryparye a partir de 
polymorphonuciyaires de rats obtenus a partir d'un exsu- 
dat pleural. Le substrat est constituy par le N-succinyl 
trialanine paranitroanilide et 1 'activity enzymatique 
^ est deerminye aprys incubation de 1' enzyme avec le pro- 
duit a tester 1 heure a tempyrature ambiante (20*C) . On 
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ajoute ensuite le substrat, on incube 20 heures £ 37 *C 
et on effectue une lecture 4 410 nm. 

Pour la cathepsine G humaine obtenue & partir de 
leucocytes polymorphonucleaires humains, le dosage est 
effectu6 sur un substrat d ' azocaseine . Dans ce cas 
dgalement, 1* enzyme est incub^e avec le produit & tester 
pendant 1 heure a temperature ambiante. On ajoute en- 
suite l'azocas^ine et on incube le melange pendant 5 
heures a 37 # C. On precipite l'acide trichlorac6tique a 
5 % (concentration finale), on centrifuge et on effectue 
une lecture a 366 nm. 

Les produits testes sont 6numer6s dans le ta- 
bleau ci-apres avec leur activite inhibitrice exerc^e 
sur 1* diastase et la cathepsine G. 

Les produits a profil de sulfatation non modifid 
sont egalement mentionnes. 

Les essais rapport^s dans la partie B* ont 6t6 
realises en presence d'une concentration en NaCl de 
0, 18 M . 

On note une bonne preservation de 1' activite 
inhibitrice pour les differents derives testes. 

L* hypersulf atation renforce * 1' inhibition 

(diastase inhibee a 100 % par le CY 216 hypersulf at6, 
cathepsine G inhibde a 59 % par I'heparine hypersulf atee 
et a 65 % par le CY 216 hypersulf at6) . Pour une taille 
moleculaire donnee, 1' inhibition est plus forte pour les 
produits hypersulf ates. Ce phenomene est bien entendu le 
plus visible pour les plus petits poids moleculaires qui 
n'ont quasiment aucune activity inhibitrice et qui sont 
fortement inhibiteurs lorsqu'ils sont hypersulf at6s . 



35 



25 



0208623 



10 



15 



20 



25 



Produit teste 



A) Heparine (sel de sodium) 

B) Oligosaccharides obtenus 
par £ ractionnement de CY222 
sur Sepharose : 

dp : 
12 
12 
10 

B ' ) dp : 



% inhibition 
El&stase Cathepsine C 



a. 

100 



b. 
100 



63 
19 
22 



C. 

49 



50 
45 
SO 



d. 
59 



16 


82 


100 


40 


60 


22 


91 




53 




20 


92 




54 




12 


92 


97 


46 


51 


8 


53 


95 


34 


53 


6 


38 


91 


8 


43 


4 


28 


87 


7 


42 


C) CY 216, CY 216D et derives 










- CY 216 (sel de sodium) 


90 




55 




- CY 216D (sel de tetrabutyl 










ammonium) 


78 


100 


52 




- CYD216 (O-acetyle) 


98 




49 




a et c correspondent aux mesures 


avec les produits 


ayant 


le taux de sulfatation de produits 


naturels 


ou de 


leurs 



fragments et b et d aux mesures avec les produits a 
profil de sulfatation modifie. 
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REVINDICATIONS 

1. Utilisation pour 1 ' obtention d'un medicament 
actif vis-&-vis des pathologies du tissu conjonctif d'un 
glycosaminoglycane (ou GAG) et/ou d'un fragment de GAG, 
le cas 6ch6ant, sous forme de sel pharmacologiquement 
acceptable. * 

2. Utilisation selon la revendication 1, carac- 
terisee en ce que le GAG utilise- est a base des motifs 
alternes D-glucosamine-acide uronique (acide L-iduroni- 
que ou D-glucuronique) tels que rencontres dans l'hepa- 
rine ou 1 1 heparane-sulf ate . 

3. Utilisation selon la revendication 2, carac- 
teris6e en ce que le GAG est de I'heparine ou de 1' hepa- 
rane-sulf ate . 

4. Utilisation selon la revendication 2, carac- 
terisee en ce que le GAG possede un poids moleculaire 
inferieur a celui de I'heparine ou de l'h^parane- • 
sulfate, en particulier un poids mol6culaire (PM) infe- ' 
rieur a 10 000 daltons environ, 

5. Utilisation selon la revendication 4, carac- 
t6risee en ce que le GAG est choisi parmi : 

- les mucopolysaccharides tels qu'obtenus par extraction 
alcoolique a partir d'heparine, formes d'un melange de 
chaines de poids moleculaires d' environ 2000 a 8000 et 
presentant des rapports des titres Yin-Wessler/USP d'au 
moins 2, en particulier les produits possedant un rap- 
port YW/USP de l'ordre de 3 a 5 et des poids molecu- 
laires moyens de 3000 a 5500 environ, designes par 
1' expression CY 216 ; 

les mucopolysaccharides tels qu'obtenus par depolyme- 
risation menagee de I'heparine a l'aide d'acide nitreux, 
ces produits presentant d'une maniere generale les 
caracteristiques ci-dessus, mais etant terminus par des 
groupes de structure 2 , 5-anhydromanno, en particulier 
les mucopolysaccharides possfedant une extr6mit<§ 
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2,5-anhydro-mannitol d6sign6s par X 1 expression CV 222, 
ou encore ime extr*mit6 acide 2 r 5-anhydro-mannonique, 
ces profluits 6tant form6s de chalnes glycosidiques dont 
la majorit6 poss£de des PM de I'ordre de 2000 k 3000, 
notamment d' environ 2000 & 2600, et des rapports des 
titres Yin~Wessler/USP notamment d # au woins 10 avec des 
titres Yin-Wessler d'au moins 200 u/mg ; 

- les mucopolysaccharides essentiellement formes de 
chalnes 1) ayant un poids moleculaire moyen de 3000 k 
6000 daltons, notamment de 4000 & 5000 environ, 2) pos- 
sfedant un -Litre YW/USP inf^rieur & 10, notamment d 1 en- 
viron 6 a 3, 3) termin&es par des motifs de structure 
2 , 5-anhydromanno * 

- les oligosaccharides formes de 8 motifs sucre ou plus, 
de titre Yin-Wessler 61ev6 pouvant atteindre 2000 u/mg 
et de titre USP plus faible, pratiquement mil, dotes 
d'une forte affinite pour l'AT-ni, ces oligosaccharides 
pouvant fetre obtenus par depolym&risation nitreuse 
menag&e et 6tant terminus par des groupes de structure 
2, S^anhydromanno pouvant etre obtenus en soumettant 
l'heparine a une d6polym6risation rnenagee a l*aide d'une 
hfeparinase et comportant un motif de d6but de chalne 
correspondant & un motif uroniqiie insatur£, en particu- 
lier les octasaccharides de structure ABCDEFGH repondant 
a la formule ci-dessous : 
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A • B C D E F GH 
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des compositions hoinog^nes d'hexasaccharides telles 
qu'obtenues en soumettant les octasaccharides ci-dessus 
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a 1 1 action menagde d'une h&parinase, en particulier les 
compositions repondant a la formule ci-dessous 
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- des oligo- ou polysaccharides de degre de polymerisa- 
tion homogfene, notamment, ceux obtenus par filtration, 
sur un materiau tel que du Sephadex, des mucopolysaccha- 
rides a activity antithrombotique tels qu 1 obtenus par 
extraction alcoolique, par exemple le CY*216, ou depoly- 
merisation nitreuse de l*heparine, par exemple le CY 
222, ou par chromatographic par gradient de force 
ionique ; 

des GAGs tels qu 1 obtenus par action de periodate sur 
1'heparine, suivie de traitement en milieu basique ; 

des GAGs dits totaux, correspondant aux compositions 
de GAGs obtenues par traitement d'organes animaux ; 

des GAGs tels qu 1 obtenus par depolymerisation de 
l'heparine avec de I'heparinase ou de 1'acide nitreux, 
par separation des fractions possedant la sequence de 
fixation a l'AT-III et gel filtration de ces fractions 
afin d'obtenir des fragments de GAGs de degre de poly- 
merisation varie, par exemple d'une part des fragments 
de degre de polymerisation superieur a 12 et d'autre 
part des fragments de GAGs de degre de polymerisation 
inferieur a 12, notamment de dp 12, 10, 8, 6 ou 4 . 

.6. Utilisation selon la revendication 1, carac- 
terisee en ce que le GAG mis en oeuvre est a base de 
motifs alternes D-galactosamine-acide uronique, tels que 
rencontres par exemple dans le dermatane-sulf ate, les 
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chondroltines , les chondroltines-sulfates ou encore 
l'acide hyaluronique, et en particulier est constitu6 
par ces produits eux-mfemes. 

7. Utilisation selon l'une quelconque des reven- 
dications pr6c6dentes, caract6ris6e en ce que le GAG mis 
en oeuvre est homogSne au regard de son degr6 de polyme- 
risation et notatnment est form6 de chaines de degr6 de 
polymerisation pair. 

8. Utilisation selon Tune quelconque des reven- 
dications pr£c£dentes, caract£ris6e en ce que le GAG mis 
en oeuvre possfede un profil de sulfatation modifie, ce 
GAG 6tant constitu6 par exemple par I'un des produits 
d&finis ci-dessus dans lequel une par tie, voire la 
majorit6 et xnfeme la totalit6 des groupes -OH sont rera- 
plac6s par des groupes ester sulfurique ~0S0 3 ~. 

9. Utilisation selon la revendication 8 # carac- 
t€ris6e en ce que le degr6 de sulfatation du GAG varie 
de 2 a 4 . 

10. Utilisation selon I'une quelconque des re- 
vendications 1 a 9, caracteris6e en ce que le GAG se 
prfesente sous forme d'une composition pharmaceutique 
appropriee pour 1 'administration par voie orale, injec- 
table, rectale r de pommade, d a aerosols ou de liposomes. 

11. Utilisation selon la revendication 10 j ca- 
racterisee en ce que les solutions injectables renfer- 
ment de 1a 200 mg/ml de GAG, de preference de 20 & 150 
mg/ml lorsque ces solutions sont destinies & 1' injection 
par voie sous-cutan6e et de 30 A 100 mg/ml , notamment, 
de 40 a 50 mg/ml de GAG lorsqu'elles sont destinies a 
1' injection par voie intraveineuse ou par perfusion. 
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